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蚯蚓生物标志物在土壤重金属污染评价中的应用
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摘要：随着土壤重金属污染的加剧，单纯的化学分析方法已不能真实地判别出重金属是否
会对环境产生不利影响，因此需要建立有效的生物评价体系来辅助评价。蚯蚓广泛分布于
土壤中并处于食物链的底部，其生化指标的变化对重金属污染起到早期预警作用，已被广
泛应用到土壤重金属污染评价中。本文简要概述了蚯蚓生物标志物的发展，着重阐述了几
种重要的生物标志物（抗氧化酶系统、金属硫蛋白、基因表达），来评价土壤重金属污染水
平及作用机理，并对未来的蚯蚓生物标志研究和发展进行展望。
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Abstract: As the increasing heavy metal contamination in soil, risk assessment of heavy metal
should not only be based on the chemical analysis, which could not truly distinguish whether
heavy metal was harmful to the environment. Thus, biological assessment system should be
established to evaluate the risk caused by heavy metal pollution. Earthworms are widely
spread in the soil ecosystem and at the bottom of food chain. The changes in earthworm bio-
chemical could be applied as earlier indicators to discern heavy metal pollution. In this paper,
the history of biomarkers and some kinds of earthworm biomarkers (e.g. antioxidant enzymes,
metallothionein and gene expression) were discussed on heavy metal assessment and its action
mechanism. Besides, the further study of earthworm biomarker was pointed.
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1 引言

土壤是生态系统的有机组成部分， 是人类赖

以生存和发展的基础。 随着科学技术的进步和工

业的发展，进入到土壤环境中的污染物，不论是总

量还是种类都在持续不断的增加，如农药、多氯联

苯、重金属等。这些污染物具有致癌、致畸、致突变

的特性，以及在环境中具有持久性，不仅可在土壤

等介质中累积， 而且也可在生物体内积累并通过

食物链威胁人体健康。 重金属不论是污染水体还

是大气，最终都会回归土壤，造成土壤污染，成为

土壤中长期存在的“毒瘤”。 大量研究表明我国土

壤重金属污染尤为严重，其来源主要有工业废水、
城市垃圾、污水灌溉、汽车尾气、工业废弃物堆放

等。 据统计，目前我国受镉、砷、铬、铅等重金属污

染的耕地面积将近 2000 万 hm2，全国每年因重金
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属污染的粮食高达 1 200 万 t，每年因此损失至少

200 亿元[1]。 因此，土壤重金属污染仍是今后所要

面对的一个至关重要的问题， 而定期监测土壤中

的重金属，也显得尤为重要。 近年来，国际组织和

环境保护部门都一致认为单独的重金属含量检测

不能预示有害物质对生态系统的真实效应 [2]。 因

此， 污染土壤的生态安全评价和早期预警研究在

国际上受到了高度的重视， 其中建立一种土壤生

物早期预警风险评价体系具有重要的现实意义。
土壤污染检测诊断方法包括化学监测方法、

传统毒理学分析方法、 实验室毒性生物测定等方

法。其中，化学监测方法虽然能对环境或生物体内

的污染物含量进行定量描述， 但仅凭含量无法反

应污染物对生物的毒性效应[3]。实验室内进行的毒

性生物测定会因实验条件和生物种类的限制，难

以真实反映污染物在实际环境中的生物毒性。 传

统的毒理学分析方法大都局限于检测单一的污染

物质， 但存在于自然环境中的许多污染物具有含

量低，体系复杂，相互混合等特点，而要检测和评

价其对生物的遗传毒性效应， 需结合生态毒理学

和化学方法进行评价 [4]。 由于以上这些方法具有

一定的局限性，近年来以快速、简便、灵敏为目的

的遗传毒性检测方法正在广泛地开展， 而生物标

记物研究则是其中研究的热点之一[5]。
所谓生物标志物， 是指通过测定直接或间接

与环境暴露相关的生物机体在生理生化、细胞、行

为、能量、代谢及分子等水平上的变化[1]。 即：生物

标记物是衡量环境污染物的暴露--效应的生物反

应。近年来，多数学者对土壤中的无脊椎动物进行

研究， 通过利用土壤无脊椎动物中的一些生物标

志物来评价土壤环境中污染物的污染水平和生态

风险。 其中细胞或分子水平上的生物标志物作为

早期预警指标而受到广泛的关注， 并成为国内外

生态毒理学研究的热点之一[6]。 周启星等人[7]的研

究表明，土壤无脊椎动物-蚯蚓在重金属胁迫的作

用下表现出等级性， 随着土壤中重金属含量的增

加，蚯蚓的反应也是逐级增强的。不论重金属对蚯

蚓的毒性作用有多复杂和严重， 其最早期的作用

必然开始于生物个体的分子水平上。
不同于生物标志物从细胞或分子水平上进行

研究， 早期土壤生态系统风险评价主要集中在土

壤生物的个体死亡率 LC50、生长速率、种群密度、
群落结构、性别比例等水平上。该水平上的研究虽

能直观、 真实地反应污染物对个体或整体生态系

统的影响，但当生物的生长、繁殖受阻，甚至发生

死亡后，最终会破坏生态系统的平衡，这种个体或

系统水平上的研究就难以对污染物 进 行 早 期 预

警。因此，利用生物标志物评价污染物在亚细胞或

分子水平上的影响对于生态毒理评价具有重要的

作用， 并且通过生物标志物能够表征土壤环境中

某些特定污染物的暴露效应， 作为早期预警系统

对土壤污染进行监测。

2 蚯蚓生物标志物的研究方法

蚯蚓广泛分布于陆地生态系统中， 占土壤生

物量的 60~80%， 被视为是土壤动物区系的代表

而被国内外多数学者采用， 作为土壤生态风险评

价的模式生物来指示和检测土壤污染。 蚯蚓在陆

地生态系统中也发挥着重要的作用， 主要表现在

改善土壤通透性等物理性状、 促进土壤氮磷等养

分循环与释放等方面。 此外，从生态学上来看，蚯

蚓属于陆栖无脊椎动物，结构简单，容易采集，对

污染物具有一定的耐性， 且处于陆地生态食物链

的最底层，对多数污染物比其他土壤动物敏感。因

此蚯蚓十分便于研究和监测工作的进行， 可作为

一种早期预警生物， 用来评价土壤污染状况和土

壤环境质量[8]。
蚯蚓处于陆地食物链的底部， 是重金属最直

接的受害者， 通过吸收将土壤中的重金属富集于

体内，进而通过食物链进行传递。蚯蚓可通过以下

两种途径进行富集，即被动扩散和摄食作用。被动

扩散是指土壤中的重金属等污染物通过体表进入

蚯蚓体内， 而摄食作用主要是指蚯蚓通过吞食污

染土壤，而将重金属等污染物富集于内脏器官中。
利用蚯蚓生物标志物进行土壤生态风险评价，最

常用的方法是利用单一的蚯蚓物种进行毒性试验

研究， 包括实验室染毒试验和田间 试 验。 其 中

OECD 将蚯蚓的实验室毒性研究进行标准化，选

用赤子爱胜蚓作为标准物种[9]。标准规定蚯蚓实验

室染毒分为两种方法， 即为滤纸接触法和人工土

壤法。 通过这两种方法可以筛选出可行敏感的生

物标志物， 为田间试验的进行和真实环境污染状

况的评价奠定基础。其中，滤纸接触法是通过成年

赤子爱胜蚓在装有滤纸的玻璃瓶中与不同浓度梯

度的化学品接触后来测定死亡率， 实验时间通常

为 24 h 或 48 h。 该种方法具有快速、简便易行、用
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药量少等优点，但也存在缺点，即仅能给出蚯蚓通

过皮肤接触所产的毒性信息， 很难评估污染物在

真实环境的影响。相对于滤纸接触法，人工土壤法

的实验时间更长为 14 d， 通过配置人工土壤尽可

能模拟一个蚯蚓生活的真实环境， 从而使试验结

果尽可能真实的反应去染污在自然环境中的实际

影响。

3 蚯蚓生物标志物评价土壤重金属污染

3.1 利用抗氧化酶系统评价重金属污染水平

有研究表明重金属离子影响或阻断呼吸链、
电子传递链、酶促反应等体内正常生理代谢，导致

活性氧自由基增加， 从而诱导抗氧化酶类活性增

加 。 这 些 抗 氧 化 酶 主 要 包 括 超 氧 化 物 歧 化 酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶（POD）、谷

胱甘肽-S-转移酶（GST）等。 抗氧化防御系统在参

与活性氧的清除及机体的保护性防御反应中发挥

了巨大的作用，对污染物的胁迫相当敏感，抗氧化

酶活性的改变可以间接反映环境中有毒有害物质

的存在， 是分子水平上预报污染物对生态系统危

害的敏感生物标记物。因此，抗氧化酶被作为指示

环境污染的早期预警，近年来，尝试以这些抗氧化

防御系统成分的变化作为污染胁迫的生物标记物

研究，正在成为生态毒理学研究领域新的热点，并

已被应用于评价和监测污染物对陆生生态系统内

生物的毒性效应[6]。
超氧化物歧化酶（SOD）是最先与活性氧自由

基作用的酶， 是抗氧化应激酶系中一种重要的金

属酶，它将超氧阴离子（O2
-）歧化为 H2O2 和 O2，使

过氧化氢酶（CAT）或过氧化物酶（POD）又可继续

分解 H2O2，从而降低体内 H2O2 的浓度。 SOD 作为

生物体内一种以自由基为底物的酶， 在清除氧自

由基及保护机体免受氧化损伤方面 具 有 重 要 作

用。王晓蓉[6]等利用蚯蚓生物标志物来研究铅污染

土壤，证明了低浓度促进、高浓度抑制 SOD 的活

性。 此外，赵学兰[10]还详细研究了温度、pH 值等因

素对蚯蚓 SOD 活性的影响。
谷胱甘肽-S-转移酶作为第二阶段的解毒酶，

可以催化污染物与谷胱甘肽（GSH）结合，生成极

性的小分子物质，从而减轻污染物的毒害。研究发

现 [11]，Cu 在低于我国现行行业渔业水质标 准 时

（0.01 mg.kg-1）， 就能对 GST 产生显著的诱导，表

明 GST 对 Cu 反应敏感，有潜力成为指示 Cu 污染

的生物标志物。 同时，杨晓霞[12]等研究了亚致死剂

量 Cu 对蚯蚓 GST 活性的影响， 结果表明 GST 对

污染物 Cu 的响应模式为无显著变化→诱导→抑

制，显著变化出现在 21d 染毒后。 此外，许多学者

还发现了铅、 锌等重金属也能诱导蚯蚓体内 GST
的活性[13, 14]。

过氧化氢酶（CAT）是一种酶类清除剂，能和

谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 一 起 ， 分 解 SOD 所 产 生 的

H2O2，从而减轻机体的氧化损伤。 多数研究表示，
CAT 活性会随着重金属污染的上升而增强。 宋玉

芳等[12]也证明了 Cu 对蚯蚓产生了低浓度促进、高

浓度抑制的现象。因此，CAT 活性的增加可以指示

土壤重金属污染水平。
虽然抗氧化酶对重金属胁迫非常敏感， 但却

出现了在不同实验室和野外研究中产生不同结果

的现象。 Van der Oost[15] 总结了 20 多个实验室的

研究结果，发现 SOD 在污染胁迫下做出的响应并

不都一致，60%多的实验室发现 SOD 活性并未发

生变化， 而 20%的实验室发现 SOD 产生诱导现

象。 对 CAT 的研究，有超过 50%的实验室未发现

CAT 活性发生显著变化。 因此将 SOD、CAT 等抗

氧化酶作为早期预警指标， 需要考虑相关的环境

因素诸如温度、溶解氧等的影响，因为环境的差异

可能会导致酶活性的变化。
3.2 利用金属硫蛋白评价重金属污染水平

重金属除了影响蚯蚓体内抗氧化酶活性的变

化，同时也会引起蚯蚓蛋白水平的改变，其中金属

硫蛋白的变化与重金属污染密切相关。 金属硫蛋

白(metallothionein，MT)的化学名称为金属硫组氨

酸三甲基内盐， 是一类普遍存在于生物体内的低

分子量(6～7 kDa)、富含半胱氨酸、热稳定性、可诱

导型非酶蛋白[16]。 其中，MT 的最主要的特点是在

转录水平上易被环境中的重金属所诱导， 且与重

金属浓度具有相关性， 可以反映环境中的重金属

污染水平。 因此， 通过监测蚯蚓体内 MT 含量变

化， 可预测重金属在土壤中的暴露情况及污染压

力。 目前，MT 作为重金属污染生物标记物的研究

已逐渐成为环境科学、 生物医学等研究领域的热

点[17]。 许多学者都证实了重金属能诱导金属硫蛋

白在 mRNA 及蛋白质等水平上的表达[18,19]。 Mason
等[19]也研究发现了 MT 能够发挥其生物解毒机制，
调节重金属离子在细胞内的浓度， 避免有害重金

属对机体产生的潜在毒性。 此外，还有研究报道，
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金属硫蛋白也具有抵御氧化物损伤 [20]的作用，重

金属诱导合成的 MT 也可清除体内的自由基，使

机体具有一定的氧化耐受性。
3.3 利用遗传毒性评价重金属污染水平

对重金属进行遗传毒性的研究能够真实的反

应重金属所产生的生态风险。 DNA 损伤会导致染

色体突变、基因链的断裂、基因顺序的改变，最终

会对生物体产生一些列的遗传毒性作用的症状 [8]。
单细胞凝胶电泳技术是检测 DNA 损伤常用的技

术。单细胞凝胶电泳又称彗星实验，可以灵敏地反

应重金属产生的遗传毒性。 不同于传统的 Ames
实验， 单细胞凝胶电泳技术对重金属离子进行检

验时产生的假阴性效率较低。 其中重金属产生的

毒害越大， 电泳图中的条带也会发生显著变化。
Rajaguru [21]利用了这项技术检测了印度河中污染

物所产生的遗传毒性效应， 发现底泥中蚯蚓体腔

细 胞 的 DNA 长 宽 比 显 著 升 高 。 除 了 检 测 蚯 蚓

DNA 的损伤外，研究基因表达也是重要的一个方

向，因为基因表达是蛋白水平监测的有力补充，因

此， 通过监测特异性基因片段能够有效地诊断土

壤重金属污染水平。
在监测特异性基因片段之外，mRNA 水平作

为细胞活性的一个缩影， 也可用来评价土壤重金

属污染水平。 而目前，对于 mRNA 水平上应激反

应的基因表达及翻译调控研究很少。 其中，Zheng
等 （2008） 发 现， 蚯 蚓 体 内 mRNA 翻 译 水 平 对

PAHs 污染水平的响应比传统指标更敏感，分子水

平上的变化是污染物暴露条件下生物体的早期生

物标志信号[22]。 大量实践表明，环境污染导致的繁

殖能力的破坏的分子途径可以追溯 到 排 卵 激 素

Annetocin 基因的表达，1996 年由 Oumi 等 [23]从蛋

白质激素中提取的 Annetocin 基因填补了蚯蚓繁

殖的分子学基础。 Annetocin 基因是一种和蚯蚓侯

爷 催 产 素 相 关 的 多 肽， 是 一 种 繁 殖 调 控 基 因 。
Zheng 等 [22]提 出 ，由 苯 并 （a）芘 引 发 的 蚯 蚓 An-
netocin 基因的超表达可能在很多方面会造 成 蚯

蚓繁殖的干扰，如配子发育、结合体的成熟、幼年

蚯蚓的成活率、 性成熟等。 翻译控 制 肿 瘤 蛋 白

（TCTP）是一种高度保留蛋白，在所有真核生物的

500 多种组织和细胞类型中广泛表达， 被认为对

细胞生长和分化中具有重要作用 [24]，同时也是一

种致瘤响应基因。 污染物会通过促进癌症的发生

导致生物体死亡从而来干扰其生殖和发育，因此，

在环境污染物生态风险评价时也应该考虑生殖毒

性。

4 展望

根据以上所述， 酶及基因等水平的蚯蚓生物

标志物能在重金属污染中起到早期预警作用，通

过蚯蚓生物标志物的灵敏变化， 反应重金属污染

水平，并揭示重金属对机体的作用机理。 当前，蚯

蚓生物标志物的研究正朝着实际性和应用性等方

面发展。但是在现阶段的研究中，国内工作多数集

中在单一重金属和高浓度胁迫的研究上， 这显然

与实际的土壤生态系统不同。在实际土壤中，重金

属往往是多种复合，并且浓度也较低，因此，作为

土壤生态风险早期预警系统， 蚯蚓生物标志物的

研究应以下几个方面进行加强。第一，加强多种金

属复合污染的研究；第二，加强重金属亚致死剂量

胁迫下长期定位的研究；第三，加强各生物标志物

相互间的关系研究， 并运用多种生物标志物来综

合指示土壤重金属污染；第四，将室内研究与野外

真实土壤环境相结合， 加强蚯蚓生物标志物在野

外真实环境中的早期诊断研究；第五，加强重金属

对蚯蚓机体的微观致毒机理研究， 揭示重金属的

作用机理。
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展缓慢的主要原因是地方政府和公众的利益难以

协调， 根本原因是核电发展与放射性废物管理的

国家职能的割离、 核电发展经济效益与环境代价

的割离，以及对放射性废物安全缺乏社会共识，因

此应在选址规划中处置场所在区域进行经济和政

策补偿， 并将废物处置规划应列入核电厂规划中

作为先决条件考虑， 同时开展处置安全公众可接

受性和处置决策方法的研究，。
（2）建立独立的放射性固体废物处置公司。目

前国内的废物处置单位都属于某个 核 电 集 团 单

位， 不利于从国家层面对固体废物处置工作进行

统筹规划和实施。 应建立独立于核电单位的放射

性固体废物处置公司， 并从法律上明确其作为放

射性固体废物处置国家责任的实施者。
（3）建立和完善放射性废物管理资金保证制

度。 完善的资金保证制度是处置场选址规划得以

有效实施的基础， 也是促使核电厂将废物送交处

置的重要手段。资金应来自于处置费用的预提、废

物暂存保证金（随暂存量增大、暂存时间增加而增

加）的预提和罚金等，主要用于废物处置的研发、
处置场建造、运行、对当地公众的补偿等活动。 建

议设立由监管机构、 核电主管部门等组成的基金

管理委员会和核电单位组成的基金监督委员会，
分别负责基金的使用管理和监督。
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